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主論文題名： 
 細胞治療に向けた間葉系幹細胞シートの構造及び機能の解明 
 
 
 
（内容の要旨） 
 
【背景・目的】 
細胞・組織を利用した再生医療は, ES細胞, iPS細胞, 間葉系幹細胞などの幹細胞研究の急進展と共に発展
し, 従来の低分子医薬品, バイオ医薬品の限界を超えた治療効果が得られる新たな医療として期待されて
いる. 特に間葉系幹細胞は, 臍帯や骨髄, 脂肪などの様々な組織から細胞が確保でき, 高い増殖能と多分化
能を有することが知られているため, 再生医療に有望な細胞として注目を集めている. また, 免疫原性が低
いことに加え, 抗炎症性サイトカインなどのタンパク質を分泌することが報告されており, これまでに世
界中で900件以上の臨床試験が実施されている. 間葉系幹細胞は移植片対宿主病, クローン病や脊椎損傷な
どの疾患に対する新規治療法として既に 4 件が製品化されており, 今後も様々な疾患の治療に応用される
ことが期待されている.  
現在までの再生医療における細胞移植では, 患者から単離した細胞を培養皿上に接着・増殖させ, 細胞を
培養皿から剥離・回収した後, 細胞懸濁液として移植する方法が取られている. この場合では, 培養皿に接
着した細胞は細胞外マトリックス(ECM, Extra Cellular Matrix)を中心とする接着タンパク質を介して培養皿
と強く結合しているため, TrypsinやDispaseなどのタンパク質分解酵素を用いて接着タンパク質を化学的に
破壊することで剥離・回収を行なう. この手法は調製が容易であることから, 細胞移植の方法として最も一
般的に用いられてきた技術であるが, 細胞と培養皿表面の接着タンパク質の破壊に留まらず, 細胞表面の
タンパク質を非特異的に破壊してしまうため, 細胞の機能を高く維持できないことが課題である. 実際, 従
来の酵素を用いた細胞剥離法で作製した細胞懸濁液の移植は, 多くの疾患において臨床試験で治療効果が
低いため, 大きな問題となっている. さらに, 移植細胞の生着率が低いために治療効果が短期的であり, 大
量の細胞を繰り返し移植する必要があるため, 細胞源の確保も臨床応用への重大な障壁となっている. 
一方で, 温度応答性培養皿により作製した細胞シートを用いた細胞移植が, 高効率な細胞移植法として
注目を集めている. 細胞シートは, 細胞同士の結合を維持したままシート状に回収した細胞組織である. 
32℃に下限臨界溶解温度を持つ温度応答性ポリマ pーoly (N-isopropylacrylamide) (PNIPAAm）を修飾して作製
した温度応答性培養皿表面は, 37℃で疎水性, 32℃以下では親水性に変化する. この性質を利用して, 37℃で
細胞を温度応答性培養皿に播種し, 増殖させてコンフルエントまで培養する. その後,培養温度を32℃以下
に下げて温度応答性培養皿表面を親水性にすることで, 細胞と培養皿表面の疎水性相互作用を低下させる
ことで, シート状の細胞組織が回収できる. この方法では, 従来の酵素を用いた細胞剥離方法とは異なり,  
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膜タンパクの破壊や物理的な細胞傷害は起こらず, 細胞の構造と機能を維持したまま剥離・回収すること
が可能である.  
これまで, 細胞シートが高い生着率や治療効果を有することが非臨床・臨床研究で報告されており, 細胞
剥離時に分解されずに保持されるECMが重要な役割をしていると考えられてきた. 一方, 生着率や治療効
果にどのような細胞の構造(ECM, 細胞-基質間結合, 細胞間結合, 細胞骨格)が重要な役割を担っているか, 
明らかにされていなかった. そこで本博士論文では, 様々な組織から採取される間葉系幹細胞の特性の違
いを明らかにし, 異なる細胞剥離方法(細胞シート・細胞懸濁液)を用いたときの, 細胞の構造および機能の
変化を比較・解析し, さらに, 細胞構造の変化が生着率に与える影響を明らかにすることを目的とした.  
【方法】 
細胞シートおよび細胞懸濁液の作製 
細胞シートは, 温度応答性培養皿を用いて作製した. 一方, 細胞懸濁液(ET, Enzyme Treatment)はTrypsinなど
の酵素を異なる濃度・時間で処理することで作製した. また, 酵素処理されていない細胞懸濁液(TR, 
Temperature Reduction)は温度応答性培養皿を用いて作製した.  
 
細胞シートの移植および生着率の評価 
細胞シートおよび細胞懸濁液(ET・TR)を蛍光色素で染色後, ICRマウスに皮下移植し, 1, 7, 14, 28日後に In 
Vivo Imaging System (IVIS)を用いて蛍光強度を解析し, 細胞の生着率を評価した.  
 
その他の実験：幹細胞マーカーの発現はフローサイトメトリー法を用いて解析した. 細胞シート, 細胞懸濁
液のタンパク質発現量はウェスタンブロット法により, 培養上清・マウス血液・移植部位(皮膚)中のタン
パク質発現量はELISA法により, タンパク質の局在・形態は免疫染色法により解析した. 細胞の表面構造
は走査電子顕微鏡, 内部構造は透過電子顕微鏡により解析した. 細胞生存率の評価は Annexin V 法, LDH
法, Live and Dead染色法を用いて解析した. 細胞の接着率の評価はTime-lapse microscopyおよびWST-8法
を用いて評価した.  
【結果・考察】 
間葉系幹細胞の特性解析および間葉系幹細胞シートの作製 
細胞シートおよび細胞懸濁液の構造・機能を比較するために, まず臍帯由来間葉系幹細胞(UC-MSC)・骨
髄由来間葉系幹細胞(BM-MSC)・脂肪由来間葉系幹細胞(AD-MSC)の三種類の間葉系幹細胞の特性を解析し
た.間葉系幹細胞の特性である骨芽細胞への分化能および, 幹細胞マーカーの発現を解析した. その結果, 全
ての間葉系幹細胞で骨芽細胞への分化が確認された. また, 幹細胞マーカーの発現を解析したところ, CD45
およびHLA-DRが陰性, HLA-ABCが陽性であった. 以上の結果から今回用いた間葉系幹細胞は幹細胞の特
性を有していることが確認された. 次に, これらの間葉系幹細胞を用いた細胞シート作製条件を確立した. 
細胞の播種濃度, 培養日数, 前処理方法を検討することで間葉系幹細胞シートを作製した. 
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次に, 作製した細胞シートが間葉系幹細胞の機能を保持しているか調べるため, 培養上清中のサイトカイ
ン産性能を解析した. その結果, 全ての間葉系幹細胞シートにおいて増殖因子(HGF)および, 抗炎症性サイ
トカイン(TGF-β1, PGE2, IL-6, IL-10)を産生し, 間葉系幹細胞の機能が保持されていることが分かった. 以上
のことから, 温度応答性培養皿は間葉系幹細胞が有する機能に影響を与えずに細胞シートが作製できるこ
とが分かった. また, 臍帯由来間葉系幹細胞は温度応答性培養皿への接着性が, 骨髄由来間葉系幹細胞およ
び脂肪由来間葉系幹細胞と比べて高く, 細胞シートの作製が容易であったので, 以後の実験では臍帯由来
間葉系幹細胞を用いて行なった. 
臍帯由来間葉系幹細胞用いた細胞シートおよび細胞懸濁液の構造的特性の解析 
細胞剥離方法の違いが細胞の構造に与える影響を調べるため, 走査型電子顕微鏡(SEM)を用いて細胞の
表面構造を解析した. その結果, 細胞シートでは細胞同士が接着している組織様の構造が観察された. 一方, 
細胞懸濁液(ET)では細胞間接着は破壊され, トリプシン処理時間依存的に細胞表面のタンパク質が分解さ
れていた. これらの結果より, 細胞表面のタンパク質が変化している可能性が示されたので, ウェスタンブ
ロット法を用いて各種タンパク質の発現量を解析した. その結果, 細胞シート群では ECMs, Cell-ECM 
junction のタンパク質発現量は接着細胞と同等であったが, 細胞懸濁液(ET)ではトリプシンの濃度・処理時
間依存的にタンパク質発現量が減少していることがわかった. 次に, 接着タンパク質の発現量の変化が, 細
胞内シグナルの活性に影響するかを細胞のメカノセンサーに着目して解析した. メカノセンサーは, 細胞
外の機械的シグナルを, 細胞内の化学的シグナルに変換する役割を持つ. そこで代表的なメカノセンサー
であるYAP (Yes-associated Protein)およびFAK (Focal Adhesion Kinase)を解析した. その結果, 培養皿から剥
離した細胞シートのYAPおよびFAKの活性が, 細胞懸濁液(ET)より高く, 接着細胞と同程度であることが
分かった. YAPの活性は, Actinのストレスファイバー構造によって制御されていることが報告されている. 
そこで, 免疫染色法を用いて Actin の構造を解析した. その結果, 細胞シートではストレスファイバーが確
認されたが, 細胞懸濁液(ET)ではストレスファイバーを形成していないことがわかった. YAP および FAK
は, 活性化されている状態で核内の生存・増殖シグナル因子を活性化し, 細胞-基質間結合が分解されると, 
YAPおよびFAKの抑制を介して, アポトーシスの一種であるanoikisを誘導することが知られている. そこ
で, トリプシン処理がアポトーシスを誘導するかAnnexin V法を用いて解析した. その結果, トリプシン処
理時間依存にアポトーシスが誘導されることが分かった. また, 細胞剥離法の違いによる細胞傷害性を比
較するため, 細胞シートおよび細胞懸濁液(ET)を用いて細胞剥離直後の細胞生存率をLive and Dead染色法
で解析し, 剥離した細胞を再播種した24時間後の細胞生存率はLDH法を用いて解析した. その結果, 細胞
シートは細胞懸濁液と比較して細胞傷害性が低いことが示された. 以上のことから, 細胞シートでは, 細胞
の構造(ECM, 細胞-基質間結合, 細胞間結合, 細胞骨格)が保持され,細胞傷害性が細胞懸濁液(ET)と比較して
低いことが分かった. また, 細胞シートのYAPやFAKの活性が維持されていたことが細胞の生存に関与し
ていることが示唆された.  
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臍帯由来間葉系幹細胞シートの細胞懸濁液に対する移植効率および機能の評価 
ここまで, 異なる細胞剥離方法を用いることによる細胞構造(ECM, 細胞-基質間結合, 細胞間結合, 細胞
骨格)の変化を解析してきた. その結果, 異なる構造を有する細胞を作製することができることが分かった. 
上述の通り, 細胞シートを用いた細胞移植は生着率が高いことが報告されており, ECM が生着率の促進に
重要な役割を果たしていると考えられてきた. 一方, ECM 以外の細胞の構造を有することが移植細胞の生
着率にどのように影響するかは解析されていなかった. そこで, 移植細胞の生着率の向上に重要な役割を
担う細胞の構造を明らかにするため, 細胞シート, およびトリプシン処理した細胞懸濁液(ET), 温度応答性
培養皿により非侵襲的に回収した細胞懸濁液(TR)を ICRマウスの皮下に移植し, IVISで移植細胞の生着率
を解析した. その結果, 移植 4週間後において, 細胞シートを移植したマウスでは高い生着率を確認できた
が, 細胞懸濁液(ET)を移植したマウスでは細胞の生着がほとんど確認できなかった. 一方, 細胞懸濁液(TR)
を移植したマウスでは, 移植直後より生着率は低いものの, 細胞が生着していることが確認できた. 細胞シ
ートと細胞懸濁液(ET)の生着率を比較すると, ECM, 細胞間結合, 細胞骨格が, 細胞の生着率に関与してい
ることが考えられた. また, 細胞シートと細胞懸濁液(TR)を比較すると, 細胞間結合, 細胞骨格が生着率の
向上に重要であることが示された. さらに, 細胞懸濁液ETとTRを比較することで, ECMが生着率の向上
に重要な役割を担うことが示された.  
次に, 生着した細胞の機能が維持されているかを評価するために, マウスの血漿および移植部位(皮膚) 中
のサイトカイン量を解析した. ヒト特異的抗体を用いることで, 移植した間葉系幹細胞由来のサイトカイ
ン量を解析した. その結果, 細胞シートを移植したマウスでは移植部位(皮膚)でHGF, TGF-β1を産生するこ
とが確認できた. 一方, 細胞懸濁液(ET, TR)を移植したマウスでの移植部位(皮膚)ではこれらのサイトカイ
ンの発現は確認できなかった. サイトカインの発現量は, 移植部位における生着率に依存すると考えられ, 
細胞シート移植が高い生着率を示し, さらに, 生着した細胞が移植部位で機能を維持することが分かった. 
以上の結果から, 細胞の生着率にはECMだけではなく, 細胞間結合および細胞骨格が維持されているこ
とも生着率の向上に重要な役割を担っていることが明らかになった.  
【結論】 
本研究により, 細胞シートは培養皿接着時と同様の構造(ECM, 細胞-基質間結合, 細胞間結合, 細胞骨格)を
保持しながら剥離・回収できることが示された. 一方, タンパク質分解酵素処理による細胞剥離法では構造
が破壊され, 細胞の接着性が低いことが分かった. さらに, 本研究により細胞シートが細胞懸濁液(ETおよ
びTR)と比較して高い生着率を有していることが明らかになった. このことから, 移植細胞の生着率には
ECMに加えて細胞間結合, 細胞骨格が重要な役割をしていることが示唆された. さらに, 細胞シートは移
植後4週間のマウス移植部位(皮膚)および血液中にサイトカインを産生・分泌しており, 移植後長期間にわ
たり細胞の機能を維持することが示唆された. これらのことから, 細胞シートを用いた再生医療は, 細胞の
構造保持を介して高い生着率を示し, 移植周辺部位で治療効果を示すことが考えられる. 
